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Abstract (Basic) : 

NOVELTY - Stereoselective synthesis of 2 -hydroxyketones (I) 
involves reacting a first substrate (II) comprising an aldehyde (other 
than benzaldehyde) or a 2-ketoacid (other than benzoyl formate) with a 
second substrate (III) comprising an aldehyde (other than 
benzaldehyde) , in presence of a thiamine diphosphate (ThDP) -dependent 
enzyme (IV) . 

USE - The homochiral products (I) are useful as starting materials 
in a wide range of stereoselective organic syntheses, e.g. in the 
production of chiral auxiliaries, natural products or active agents. 

ADVANTAGE - The process is applicable to a broad spectrum of 
substrates and gives a wide range of (I) (usually as the (S) -isomer) in 
high enantioselectivity and stereoselectivity. The enantioselectivities 
can be increased by suitable choice of the reaction conditions 
(generally by using low reaction temperatures, low (II) concentrations 
and high (III) concentrations) ; enantio-selectivities of more than 99 % 
e.e can be obtained in many cases. 
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(54) Stereoselektive Synthese von 2-Hydroxyketonen 



(57) Die Erflndung beschreibt ein Verfahren zur ste- 
reoselelctiven Synthese chirater 2-Hydroxyketone mit- 
teis Benzoylformtatdecarboxylase ausgehend von zwei 
Aldehyden. Die Erflndung beschreibt ferner die nlcht zu 
enA/artende Enveiterung des Substratspektrums der 
Benzoylformiatdecarboxylase aus Pseudomonas 
putida sowie die Qberraschende Moglichkeit, den maxi- 
mal erreichbaren EnantiomerenuberschuB durch 



gezielte Wahl der Reaktionsbedingungen (Donor- 
Akzeptor-aldehyd-Konzentrationen, Temperatur) zu 
optimieren. besonders vorteilhaft sind hiertjei niedrige 
Donoraldehyd-Konzentrationen. Des welteren ISBt sich 
der EnantiomerenuberschuB durch Substitutionsmuster 
des Donoraldehyds deutlich beeinflussen. 
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Beschrelbung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketonen. 
[0002] In R. Wilcocks, O.R Ward. Biotech. Btoeng. 1992, 39, 1058-1063 und R. Wilcocks et al.. Appl. Env. Micro- 
biol., 1992, 58. 1699-1704 wird die Synthese von (S)-2-Hydroxy-1-phenyl-propanon (2-HPP) mit der Thiannindiphos- 
phat (ThDP)-abh§ngigen Benzoylfomiatdecaiboxylase (BFD) mit Benzoylformiat und Acetaldehyd ais Substrate in 
Gegenwart von ganzen Zellen und Zellextrakten aus Pseudomonas putida (Ps. p.) beschrieben. Ailerdings entsteht 
dieses Produkt nfcht enantiomerenrein, sondern lediglich nnit einem EnantiomerenOberschuB von 92 %. Daruber hin- 
aus wird Benzylalkohol als Nebenprodukt gebildet 

[0003] Ferner 1st aus H. Idlng, et a!., Blochlm. Biophys. Acta, 1 998, 1385. 307-322 bekannt, da3 auch Benzaldehyd 
selbst zur Carboligatton mft Acetaldehyd eingesetzt werden kann. 

[0004] In Iding et al., BBA, 1998, 1385. 307-322 und Sprenger und Pohl, J. Molec. Cat. B: Enzymatic, 1 999, 6, 145- 
159 wurde das Potential von Thiamindiphosphat-abhangiger2-Ketos§uredecarboxylasen fur die Pyruvatdecarboxylase 
(PDC) genau untersucht. Die PDC katalysiert die Synthese von (f?)-2-Hydroxyketonen. 

[0005] Aufgabe der Erfindung ist es, ein einfaches Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketonen 
zu schaffen, welches auf ein weites Subtratspektrum angewandt werden kann, und bei dem eine Steigerung der Enan- 
tioselektivitSt durch Variation der Verfahrensparameter m&glich ist. 

[0006] Die Aufgabe wird geiost durch ein Verfahren gemSB Anspruch 1 . Vorteilhafte Ausgestaltungen des Verfiah- 
rens ergeben sich aus den ruckbezogenen Anspruchen. 

[0007] Das anspruchsgemaBe Verfahren zur Synthese von 2-Hydroxyketonen setzt als ein erstes Substrat ein 
Aldehyd, ausgenommen Benzaldehyd, oder eine 2-KetosSure, ausgenommen Benzoylfonniat, ein. 
Als ein zweites Substrat wird ebenfatis ein Aldehyd, ausgenommen Benzaldehyd, eingesetzt Geeignete Aldehyde sind 
beispielsweise substituierte Benzaldehyde, heteroaromatische Aldehyde, aber auch nicht-aromatische Aldehyde, wie 
z.B. cyclische Aldehyde und auch lineare Aldehyde. Geeignete 2-Ketosauren sind u.a 2-Oxopentans§ure, 3-Methoxy- 
phenyiglyoxylsdure, 4>Methylphenylglyoxyls&ure und Fur-2-ylglyoxy1sdure 

[0008] Die enzymatische Reaktion der Substrate zu 2-Hydroxyketonen erfolgt in Gegenwart von Thiamindiphos- 
phat (ThDP) - abhSngigen Enzymen, welche eine C-G-Vericnupfung zwischen den zwei Substraten bewirken. Zu den 
Thiamlndiphosphat (ThDP)-abhangigen Enzymen gehfiren beispielsweise die Benzoylfomiatdecarboxylase (BFD) und 
die Pyruvatdecarboxylase (PDC). 

[0009] Im Fall einer 2-Ketosaure als ein erstes Substrat, wird diese zunSchst decarfDoxyliert und es entsteht ein 
Thiamindiphosphat-gebundener Acyldonor (Aldehyd). Dieser wird anschlieBend in Gegenwart eines Enzyms auf das 
als Acylakzeptor fungierende zweite Substrat so Qbertragen, daB ein 2-Hydroxyketon entsteht In dem Fall, daB als ein 
erstes Substrat schon ein Aldehyd eingesetzt wird, geschleht die Synthese mit einem zweiten Substrat in Gegenwart 
eines Enzyms direkt zu einem 2-Hydroxyketon 

[0010] Die BikJung von 2-Hydroxyketonen erfolgt in diesem anspruchsgem^Ben Verfahren stereoselektiv, bzw. 
enantioselektiv. Das helBt, daB von den zwei mfiglichen Stereolsomeren (Enantiomeren) des gebildeten 2-Hydroxyke- 
tons, in diesem Fa]l(S) und (R)-Enantiomere, ein Isomer regeimSBig ubenrt^iegt. Ein MaB fOr die SelektivitSt ist der soge- 
nannte EnantiomerenObenschuB (ee). Darunter ist der Betrag der Differenz der prozentualen Ausbeuten der beiden 
vorkommenden Isomere (S und R) im Produkt zu verstehen. In diesem Fall ergibt sich der EnantiomerenQberschuB 
ee = Betrag (%S - %R) = (S-R)/(S+R) . Liegt ein Isomer zu 20 % vor und das andere Isomer zu 80 %, so ergibt sich der 
EnantiomerenQberschuB zu 60 %. Des weiteren zeigen sich bei dem anspruchsgemSBen Verfahren keineriei chemi- 
sche Nebenreaktionen. 

[0011] In einer vortellhaften Ausgestaltung wird das Verfahren in Gegenwart eIner 2-KetosSuredecarboxylase 
durchgefOhrt 

[0012] Vorteilhaft wird das Verfahren in Gegenwart einer Benzoylformiatdecarboxylase durchgefOhrt. 
[0013] Ebenfalls von Vorteil ist der Einsatz einer Benzoylformiatdecarboxylase aus Pseudomonas putida. 
[001 4] Vorteilhaft wird als ein zweites Substrat ein Acetaldehyd eingesetzt 

[001 5] Fur das anspruchsgem§Be Verfahren lassen sich eine groBe Klasse von Substanzen ats ein erstes Substrat 
einsetzen. Zu diesen gehdren beispielsweise unsubstituierte aromatische Aldehyde, substituierte aromatische Alde- 
hyde, heteroaromatische und substituierte, heteroaromatische Aldehyde, aber auch cycfische und nbhtcyclische, ali- 
phatische oder olefinische Aldehyde. Dieses weite Einsatzspektrum erSffnet die MSglichkert, entsprechend vieltaitige 
2-Hydroxyketone in (S) Konfiguration mit hoher SelektivitSt durch das anspruchsgemSBe Verfahren einfach zu synthe- 
tlsieren. 

[0016] Es wurde gefunden, daB bei dem anspruchsgemSBen Verfahren eine Steigerung der Enantioselektivitat 
durch Wahl geeigneter Substrate, z.B. bei in 3- oder 4-Position substituierten Benzaldehyden, erzielt werden kann. Als 
Substituenten sind beispielsweise -OBn, -OAc, -OPh oder auch -O/Pr geeignet Bei Ihnen liegt die Enantioselektivitat 
regelmSBig > 99%. Auch Substituenten wie -Me - OMe oder -OEt fuhren zu einer h5heren Selektivitat verglichen mit 
der eines unsubstituierten Benzaldehyds. In einer vortellhaften Verfahrensausgestaltung kSnnen daher in 3- oder 4- 
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Position substituierte Benzaldehyde als ein erstes Substrat eingesetzt werden. 

[001 7] Eine weitere v^^fte Ausgestaltung des Verfahrens setzt nicht-aroj^^he Aldehyde als ein erstes Sub- 
strat ein. Mit dteser Subs^Jpsse war bislang noch keine enzymatische Kreuz^^ung, wie die erfindungsgemSBe 
Synthese von 2-Hydroxyketonen, gelungen. 

5 [0018] Die Enantioselektivitat l§Bt sich bei dem anspruchsgem§Ben Verfahren durch geeignete Wahl der Konzen- 
tration der eingesetzten Substrate sowie einer geeigneten Temperatur wahrend des Verfahrens regelm&Big steigern. 
Es stellte sich uben^schend heraus, da3 die Steigerung der Enantioselektivitat bei der anspruchsgem&Ben enzymati- 
schen Bildung von 2-Hydroxy-1 -phenyl-propanon (2-HPP) durch eine Ven-ingerung der Konzentration an Benzaldehyd 
bzw. durch eine Erhohung der Konzentration an Acetaldehyd erreicht werden kann. 

10 Die Konzentration des ersten Substrates llegt vorteilhaft unter 500 mM, insbesondere unter 50 mM. Die Enantioselek- 
tivitat wird regelnaSBIg urn so grOBer, je klelner die Konzentration des zweiten Substrates 1st. Daher ist es vorteilhaft. 
mSglichst kleine Konzentratlonen in dem Verfahren zu realisieren. Die Untergrenze fur die Konzentration des zweiten 
Substrates ist verfahrensabhSngig und llegt aus praktischen Grunden bei ca. 1 fiM. Eine obere Konzentration des zwei- 
ten Substrates von ca. 1 M bewirkt regelm§Big eine Deaktivierung des Enzyms. Eine vorteilhafte Verfahrensausgestal- 

15 tung sieht daher Konzentratlonen f ur das zweite Substrat vor, die kleiner als 1 M, Insbesondere kleiner als 500 mM sind. 
Der typische Arbeitsbereich llegt aus verfahrenstechnischen Grunden bei 100-500 mM, unterschreitet jedoch regelm§- 
Big 1 mM nicht. 

[0019] Diese oben genannten vorteilhaften Konzentrationsbereiche fur das erste und zweite Substrat ennoglichen 
einen hohen EnantiomerenuberschuB. 

20 [0020] Ein typischer Temperaturbereich fur enzymatische Verfahren liegt im Bereich von -1 0 **C bis 60 *»C. Es hat 
sich herausgestellt, daB die Enantioselektivitat bei dem anspruchsgemSBen Verfahren eine Temperaturabhangigkeit 
aufweist Dabei steigt die Selektivft§t regelmaBIg mit sin Render Temperatur. In einer vorteilhaften Ausgestaltung des 
Verfahrens wird daher wahrend des Verfahrens eine Temperatur unterhalb von 30 **C, insbesondere unterhalb von 25 
""0 eingestellt. Die untere Temperaturgrenze wird durch das System festgelegt Sie liegt typischerweise bei -10 ""C und 

25 ist substratabhangig. 

[0021 ] Die Erfindung wird im Folgenden anhand von einer Tabelle, von Rguren sowie AusfOhrungsbelspielen n§her 
eriautert. 



Tabelle 1 : Substrat- und Produktspektrum der BFD aus Ps. p. fOr die Carboligation. Die absolute Konflguration der 
30 2-Hydroxyketone ist (S). 

Rgur 1 : chirale 2-Hydroxyketone als Zwischenprodukte fur die organische Synthese. 

Rgur 2: EnantiomerenuberschuB als Funktion der Benzaldehydkonzentration und der Temperatur (500 mM Ace- 
taldehyd, 0.5 mM ThDR 0,05 mM MgCI2, 0.17 U/ml BFD. 50 mM Phosphatpuffer ph7) 

Rgur 3: EnantiomerenQberschuB als Funktion der Acetaklehydkonzentration (0,5 mM ThDP. 0.05 mM MgCI2, 
35 0.1 7 U/ml BFD, 50 mM Phosphatpuffer phT) 

Figur 4: EnantiomerenuberschuB als Funktion des Umsatzes im Stahl-EMR (40 mM Benzaldehyd. 500 mM Ace- 
taldehyd, 0,5 mM ThDP, 1 mM MgClg, 6,5 U/ml BFD, 50 mM Phosphatpuffer pH7, 25 *C) 

Rgur 5: Umsatz und ee als Funktion der Zelt Im Polypropylen-EMR (1 0 mM Benzaldehyd, 1 00 mM Acetaldehyd. 
4 mM ThDP, 0,5 mM MgClg, 5 U/ml BFD, 50 mM Phosphatpuffer pH7) 
40 Rgur 6: ee als Funktion der Zeit im Polypropylen-EMR fur zwei verschiedene Betriebstemperaturen unter sonst 
gleichen Bedingungen (10 mM Benzaldehyd, 100 mM Acetaldehyd. 4 mM ThDP, 0,5 mM MgCl2, 5 U/ml 
BFD. 50 mM Phosphatpuffer pH7) 



[0022] Die vorliegende Erfindung betrifft die enantioselektive Synthese chirater 2'Hydroxyketone mittets Benzoyl- 
45 fomniatdecarboxylase. Chirale 2-Hydroxyketone sInd wichtige Zwischenprodukte in der enantioselelctiven organlschen 
Synthese. Das synthetische Potential Ist in Rg. 1 gezeigt 

[0023] Das Potential Thiamindiphosphat-abhangiger 2-Ketos&uredecarboxylasen ist bisher nur fOr die Pyruvatde- 
cart)0xylase (PDG) genau untersucht (Iding et al., BBA, 1998, 1385. 307-322; Sprenger und Pohl, J. Molec. Cat. B: 
Enzymatic. 1999, g, 145-159). Die PDC katalysiert die Synthese von (R)-2-Hydroxyketonen des Typs der allgemeinen 
50 Forme! I. 
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[0024] Alle bisher charakterisierten mtttels PDC gewonnenen 2-Hydroxyketone dieses Typs entstehen enantiome- 
renrein. 

[0025] Wilcocks et al. (App. Env. Microbiol., 1 992. 58. 1 699-1 704) und Wilcocks und Ward (Biotech. Bioeng., 1 992, 
39, 1058-1063) beschreiben (S)-2-Hydroxypropiophenon (Formel II) als Reaktionsprodukt der Decarboxyllerung von 
Benzoyjformiat in Gegenwart von Acetaldehyd in Gegenwart ganzer Zellen von Pseudomonas putida (BFD aus Ps. p.) 
bzw. von Rohextrakten dieser Zellen. Sle fuhren die 2-Hydroxypropiophenonsynthese auf das Enzynn Benzoylformiat- 
decatboxylase zuiDck. 



O 



II 




[0026] Allerdings entsteht dieses Produkt nicht enantionnerenrein, sondem ledigrich mit einem EnantiomerenOber- 
schuB von 92%. Daruber hinaus wird Benzylalkohol als Nebenprodukt gebildet, bedingt durch die Anwesenheit einer 
entsprechenden Benzaldehyddehydrogenase in den Ps. pLrf/da-Zellen, wie auch im RohextrakL 
[0027] Wir haben festgestellt, daB die Erzeugung des Nebenprodukts Benzylalkohol durch eine einfeche chroma- 
tographische Reinigung des Rohextrakts vemneidbar ist. AuBerdem geFingt auf diesenn Wege eine wirkungsvolle Anrei- 
cherung der BFD. Allerdings konnte durch die Reinigung der Enzymfaktion keine Verbesserung der optischen Reinheit 
des (S)-2-Hydroxypropiophenons erzielt werden. 

[0028] Andere durch BFD-Katalyse erzielten 2-Hydroxyketone wurden bisher ntoht beschrieben. 
Wir haben nun QbenBschend festgestellt, daB das synthetische Potential der BFD durch die Verwendung von Aldehy- 
den als Acyldonor wesentlich gr6Ber ist als bisher bekannt Unsere Arbeiten zeigen, daB die prim§re Decart>oxylierung 
einer 2-Ketosaure zur Erzeugung eines Thiamlndiphosphat-gebundenen Acyldonors nicht notwendlg sind. Vielmehr 
wird diese Spezies auch durch Zugabe des korrespondierenden Aldehyds zur BFD gebildet Diie Reaktionsprodukte 
aus der erfindungsgemSBen VerknQpfung verschiedener Acyldonor-Aldehyde mit Acetaldehyd als Acylakzeptor ent- 
sprechen der aligemeinen Formel IIL Alle Reaktionsprodukte des Typs III zeigen (S)-Konfiguration am chiralen Zen- 
trum. 

O 

III rA^CH3 

6H 

[0029] Die in Satzreaktoren ertialtenen Produkte und Enantiomerenuberschusse gibt Tab. 1 wieder. 

[0030] Hieraus ist ersichtlich. daB aus der bereits publizierten BFD-katalysierten Darstellung von (R)-Benzoin, aus- 

gehend von zwei MolekOlen Benzaldehyd, wederauf die von uns gefundene breite Substratvarianz des Donoraldehyds 

(dieses bleibt im Falle der {R)-Benzoin-Darstellung Benzaldehyd) noch auf die AbhSngigkeit des stereochemischen 

Verlaufs der enzymatischen Reaktion von Temperatur, Konzentration und Substitutionsmuster geschlossen werden 

kann. 



EP 1 048 737 A2 



Tabelle^l^^Substrat- und Produktspektjl^^ der BFD aus 

Ps. putida flir die Carboligation, Die abso- 
lute Konfiguration der 2-Hydroxyketone ist 
(5) . 





Acyldonor 


Produkt 


Onsatz nach 
20 h (%) 


ae (%) 
RPLC [min] 


Uns 


ubstituierte aromat 


is Che Aldehyde 


1. 


0 


0 

GCMS: Rt « 7.68 min 
m/z = 150 (M*) 


100 


92 

Rt (S) = 12.79 
Rt iR) - 20.23 


2. 




GCMS: Rt - 11.25 min 
m/z = 200 (M*) 


98 


89 

Rt (S) « 14.58 
Rt iR) - 17.43 


Substituierte aromatische Aldehyde 


3. 


o 

OC 


0 

GCMS: Rt ^ min 
m/z = 168 (M*) 


100 


89 

Rc iS) = 10.82 
Re iR) » 15.24 


4. 


o 

OH 


0 

OH 

GCMS: Rt = 9. 99 min 
m/z = 166 (M*) 


83 


88 

Rt (S) - 12.90 
Rt iR) = 14.36 


5. 


O 

OCH3 


0 

0CH3 

GCMS: Rt - 9.33 min 
m/z = 180 (M*) 


100 


96 

Rt (S) = 17.75 
Rt iR) = 32.67 


6. 


0 

0^ 


0 

0^ 

GCMS: Rc = 9.73 ndn 
m/z = 194 (M*) 


100 


97 

Rt iS) » 14.58 
Rt iR) » 34.96 
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Acyldonor 


Produkt 


Dmsat-s nach 
20 h (%) 


HPLC [min] 


7. 


0 

°r 


0 

V 

GCMS: Re ° 9-87 mln 
m/z ° 20S (M*) 


80 


> 99 
Rt (S) - 11.85 


B. 


O 


0 

GCMS: Rt = 10.13 min 
m/r = 210 (M*) 


88 


> 99 
Rt (S) « 25.73 


9. 


O 

(/ 

V 

0 


0 

V 

0 

GCMS: Rt - 10.10 Bin 
m/z - 208 (M*) 


48 


> 99 
Re (S) - 38.09 


10. 


o 


0 

GCMS: Rt - 12.05 min 
m/z » 242 (M*) 


18 


> 99 
Rt (S) o 16.53 


11. 




0 

O^Ph 

GCMS: Re - 12.89 min 
m/z - 256 (kM 


97 


> 99 
Re iS) « 34.06 


12. 


o 

9' 


0 

GCMS: Rc 8.4S min 
m/z a 164 m*) 


100 


97 

Rt (S) - 9.93 
Re {R) o 19.33 
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5 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



SO 







Prodokt 


Umsatz i^^V 
20 h 


ee (%) 
HPI£ [min] 


13. 


o 

F 


0 

F 

GCMS: Rc - 7.52 min 
m/z - 168 (M*) 


100 


86 

Re (S) - 10.74 
Rt (R) - 14.60 


14. 


0 

CI 


0 

CI 

GCHS: Rc - 8.87 min 
m/z - 186 (M'), 184 (H") 


100 


94 

Rt (S) = 10.96 

Rt (R) - n.15 


15. 


0 

Br 


0 

Br 

GCMS: Rc - 9.49 min 
m/z - 229 (M*), 227 (M*» 


100 


96 

Re (S) - 12.46 
Rt (R) - 19.00 


16. 


O 

CN 


CN 

GCMS: Rc = 9.76 min 
m/z - 175 (H*) 


68 


92 

Rt (S) - 39.79 
Rt (R) « 56.59 


17. 


0 

F 


0 

6h 

F 

GCMS: Rc ° 7.06 min 
m/z > 186 (M*) 


100 


80 

Rt (5) - 8.68 
Rc (R) » 10.49 


18. 


0 

HsCO^^^O' 
OCH3 


0 

\J 6h 
0CH3 

GCHS: Rt " 10.61 min 
m/z - 210 (M*) 


44 


> 99 
Re (5) - 21.10 


19. 


0 


0 

GCHS: Rt - 10.34 min 
m/z - 166 (M^) 


12 


95 

Rt (S) « 15.56 
Rc (R) « 21.17 
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Acyldonor 


Produkt 


Dmsatz nach 
20 h (%) 


ee (%) 
HPLC [min] 


5 


20, 


0 

II 

HjCO"^ 


0 


37 


>99 

Rt (S) « 20.16 
Rt iR) » 30.22 


10 






GCMS; Rt = 9.71 min 
m/2 « 180 (M*) 








21. 


0 


0 


83 


88 

Rt (5) - 10.83 
Rt iR) - 19,55 


IS 






GCMS: Rt - 8.58 min 
in/z - 164 (M*) 






20 


22. 


F 


0 

F 

GCMS: Rt ° 7.60 min 
m/z = 168 (M*) 


76 


87 

Rt iS) "» 11.56 
Rt iR) - 18.10 


2S 


23. 


0 

CI 


o 

^.-Jw' 6h 

GCMS: Re - 8.93 min 
m/z » 186 (M*), 184 (M*) 


49 


82 

Rt (S) - 10.97 
Re iR) « 14.74 


30 


24. 


Br 


0 

Br 


96 


83 

Rt (S) » 11.45 
Rt iR) - 14.38 


35 






GCMS: Rt - 9. 57 min 
m/z - 229 (M*), 227 (M*) 






40 


2S. 




0 

GCMS: Rt - 9.73 min 
m/r - 175 (M*) 


44 


74 

Rc (5) - 37.87 
Rt iR) - 52.35 




Heteroaromatische ^dehydi 








45 


26. 


o 

N 


0 

GCMS: Rt "8.03 min 
m/z - 151 (M*) 


65 


87 

Rt (5) - 20.14 
Rc iR) ^ 23.02 



SO 



55 
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AcyflRor 


Produkt 


tlBi8atJ^Bi6h 

20 h (%) 


M (%) 

BPLC [min] 


27. 


0 


o 

GCMS: Rt « 6.42 min 
m/2 - 140 (M*) 


62 


45 

Rt (5) - 19.69 
Rt (R> - 27.09 


28. 


0 


Q 

GCMS: Re - 7.96 min 
m/z = 156 (M*» 


65 


82 

Rt (S) - 23.12 
Rt (R) » 30.73 


ali] 


3hatische u. oleflnlsche Aldehyde 


29. 




0 

6h 

GCMS: Rt ° 7.39 min 
m/z - 156 (M*) 


21 


61 

Rt (S> - 17.46 
Rt KR) - 17.85 
GC 

Cyclodex fi-I/P 


30. 




o 

6h 

GCMS: Rt = e.Olmin 
m/z » 154 (M*), 


50 


94 ' 

Rt (S) - 11.04 
Rt KR) « 19.93 



30 



[0031] Wir stellten Qberraschend test, daB der EnantiomerenschuB durch Wahl des Acyldonor-Aldehyds signifikant 
beeinfluBt werden kann. In mefa-Position k5nnen selbst steiisch anspruchsvolle Reste, bis hin zu feo-Propoxy- und 
35 Benzoxy-Substituenten, eingesetzt werden. Dabei zeigte sich eine deutliche AbhSngigkeit des stereochemischen Ver- 
laufs der Reaktion von der GroBe des Restes: mit steigender Raumerfullung geht eIne Zunahme der Stereoselektivitat, 
bis hin zur Nachweisgrenze (> 99% ee), einher. 

DIese erflndungsgemSBe Beobachtung war v.a. deswegen unerwartet, da verglelchbare ElnflQsse von Substltuenten 
auf die optische Reinheit in PDC-katalysierten Reaktionen keinen EinfluB zeigten (Deutsclie Patentanmeldung A2. 197 
40 36 104.8). 

[0032] EInen weiteren Ansatz zur Stelgerung der Enantioselektivitat fanden wir in unseren reaktionstecl^nisclien 
Untersuchungen zur enzymatischen Bildung von 2-HPR Die kinetischen Untersucliungen zeigten Qbenaschender- 
weise eine gegenl§ufige Abhangigkeit des Enantiomerenuberschusses von der Acetaldehyd und Benzaldehydkonzen- 
tration. I\^lt abnehmender Benzaldehyd- (Rg. 2) und zunehmender Acetaldehydkonzentration (Rg. 3) wird der 

45 EnantiomerenOberschuB erh6ht. AuBerdem l§Bt sich auch deutlich eine Abh§ngigke'rt der EnantioseiektivitSt von der 
Temperatur beobachten (Abb. 1); bei niedrigeren Temperaturen wird ein hSherer EnantiomerenOberschuB erzielt Der 
hdchste ee von 95 % wurde be! 0 X, 0,5 ml\^ Benzaldehyd und 500 mM Acetaldehyd en-eicht 
[0033] Hieraus lessen sich erfindungsgemdB folgende Kriterien zur Erzeugung eines hohen EnantiomerenQber- 
schusses in der Synthese von chiralen a-IHydroxyketonen mit der Benzoylfbnmiatdecarboxylase aus Pseudomoas 

50 putida ableiten: 

1) mdglichst niedrige Temperatur 

2) hohe Acetaldehydkonzentration 

3) niedrige Benzaldehydkonzentration 

55 

[0034] Die Kinetik der C-C KnOpfung wurde fOr das hier betrachtete System durch Anpassung der kinetischen Glei- 
chungen an die MeBwerte mittels nicht-linearer Regression ermittelt Die K^-Werte liegen mit 310 mM (± 80 mM) fur 
Acetaldehyd und 77 mM (± 19 mM) fur Benzaldehyd sehr hoch. Bei Acetaldehydkonzentrationen groBer 800 mM l§Bt 
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sich eine deutlche Desaktivierung der Benzoylformiatdecarboxylase beobachten. Es konnte keine Produktinhibierung 
gefunden werden. Ourch die rechnerische Simulation eines Satzreaktor-Versuches konnten die kinetischen Parameter 
veriflziert werden. 

[0035] Unter den Randbedingungen einer minimalen Benzaldehyd- und einer hohen Acetaldehydkonzentration 
wurde zur technischen Synthese von (S) -2-Hydroxy-1-phenylpropanon ein kontinuierlich betriebener Ruhrkessel mit 
Ultrafiltrationsmembran zur Retention des Kataiysators gewShlt Unter Auslaufbedingungen laBt sbh hier irn stationd- 
ren Zustand ein testes Verhaltnis von Benzaldehyd zu Acetaldehyd bei gleichzeitiger niedriger Benzaldehyd- und hoher 
Acetaldehydkonzentration einstellen. Die ersten Versuche wurden mit einem Enzym-IVIembran-Reaktor (EMR) nach 
Wandrey und Kula etal. (Bioeng. Biotechnol. 1981 , 23, 2789-2802) aus Edelstahl durchgefuhrt. Es zelgte sich, daB die 
Benzoylformiatdecarboxylase In Gegenwart von Edelstahl sehr schnell desaktiviert Aufgrund der schnellen Desaktivie- 
rung des Enzyms wurden groBe Umsatzberelche Qberstrichen, d.h. bel sehr unterschiedlichen Benzaldehydkonzentra- 
tionen gearbeitet. Diese wurden genutzt, um die zuvor gemachten Beobachtungen bezQglich der AbhSngigkeit des 
Enantiomerenuberschusses von den Eduktkonzentrationen unter kontinuierlichen Betriebsbedingungen zu verifizieren 
(Fig. 4). Bei einer deutlich geringeren Desaktivierungsrate konnte in einem Enzym-Membran-Reaktor aus Potypropylen 
kontinuierlich ( S)-2- Hydroxy- 1-phenyl-propanon produziert werden (Fig. 5). Da Benzaldehyd von Polypropylen absor- 
biert wird. wurde der Reaktor vor Inbetriebnahme solange mit Substratldsung gesputt, bis Ein- und Auslauf dieselbe 
Konzentration aufwiesen. Der Enzym-Mennbran-Reaktor wurde kontinuierlich Qbereinen Zeitraum von 180 h betrieben. 
Hierbei konnte (S)-2-Hydroxy-1 -phenylpropanon mit einem ee von 93 % und einer Raum-Zeit-Ausbeute von 
34.2 g L "* d*^ (220 mmol L"^ d"^) produziert werden. Durch Variation der Betriebstemperatur des Ruhrkessels konnte 
ebenfalls der EinfiuB der Temperatur auf den EnantiomerenuberschuB unter kontinuierlichen Betriek)sbedingungen 
gezeigt werden (Fig. 6). 

[0036] Diese Ergebnisse sind nicht durch Analogieschlusse mit ahnlich zugSngiichen enzymatischen Systemen zu 
envarten. soltten sich mdgicherweise aber auch auf andere ubertragen lassen. 

[0037] Die auf dem beschriebenem Wege zug§ngiichen homochiralen 2-Hydroxyketone, die zum groBten Teil noch 
nicht in der Literatur beschrleben sind, sind fOr die stereoselektive organische Synthese als universell einsetzbare chir- 
ale Synthesebausteine von groBer Bedeutung. So lassen sich aus ihnen durch geeignete diastereoselektive Reaktions- 
fuhrung eine Bandbreite an chiralen Verbindungen auf dem Wege zu chiralen Auxiliaren bzw. Natur- und Wirkstoffen 
synthetisieren, die auf anderem Wege, wenn Qberhaupt, nur durch aufwendige und verlustreiche Schutzgruppentech- 
niken zuganglich sind. 

[0038] ZusammengefaBt l§Bt sich die Enantioselektivitat der beschriebenen enzymatischen C-C-VerknQpfung 
durch verschiedene Faktoren, wie Variation der Substrate als auch durch geeignete Modrfikation der ReaktionsfOhrung, 
steigern. 

[0039] Im Folgenden wird das erfindungsgemaBe Verfahren in bevorzugten Ausfuhrungsformen beispielhaft darge- 
stellt. Jedoch ist das erfindungsgemSBe Verfahren nicht auf die Beispiele beschr§nkt. 

Der Bnfachheit halber wird die EnzymaktivitSl der BFD auf die Decarboxyliemng des Standards Benzoylformiat bezo- 
gen. d.h. 1 U des Enzyms ist definiert als die Menge. die 1 pmol Benzoylfonmiat pro Minute decarboxyliert. 
[0040] Beispiel 1: Zellfreie Synthese von {S)-2-Hydroxypropiophenon ausgehend von 2-Ketocaibonsfiuren bzw. 
Aldehyden. 

Allgemeine Arbe'itsweise: 

[0041] Die BFD wird bevorzugt nach Reinigung des Rohextrakts mittels Anionenaustauschchromatogaphie in das 
erfindungsgemaBe Verfahren eingesetzt Beste Ergebnisse werden dabei durch Chromatographle an Q-Sepharose FF 
der Firma Phannacia mit einem linearen NaCI-Gradient erzielt Die BFD-Fraktion wird entsalzt und lyophilisiert. 
[0042] Die enzymatischen Syntinesen werden in wSsserigen Puffem, Gbficherweise Kaliumphosphatpuffer, durch- 
gefuhrt. Durch Zugabe organischer Ldsungsmittel zwischen 5-50 Volumen-% kann die Ldslichkeit der aromatischen 
Aldehyde verbessert werden. 

Der pH-Wert des Reaktionspuffers richtet sich danach. ob als Acyldonoren 2-Ketocafbons§uren oder Aldehyde einge- 
setzt werden. Bei der Verwendung einer 2-Ketocart)onsSure liegt der optimale pH-wert zwischen 6.0 und 7,0. wShrend 
bei der Verwendung von Aldehyden ein pH-Wert von 6.5 bis 7,5 eingestellt wird. 

Neben den beschriebenen Edukten und dem Enzym BFD fOgt man dem Syntheseansatz noch den Cofaktor Thiamin- 
diphosphat, bevorzugt in einer Konzentration von 0.1 bis 5.0 mmol/l. zu. 

[0043] Ferner gibt man noch Mg-lonen, bevorzugt in Fomi von Magnesiumsulfat, zu, bevorzugt in einer Konzentra- 
tion von 1 bis 10 mmol/l. 
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i) Zellfreie Synthase von (S)-2-Hydroxypropiophenon aus Benzoylformiat und Acetaldehyd in Gegenwart von BFD. 



[0044] 

5 




75 Bedingungen: 
[0045] 

100 mM 
500 mM 
1.5 mM 
2,5 mM 

200 mM, pH 6,5 

5 Units/ ml (bez. auf die Decarboxylierung von Benzoylfomiiat) 

[0046] Der pH-Wert der Reaktionsmischung wird durch dosierte Zugabe von 0,1 M PhosphoreSure l<onstant gehal- 
ten. Nach 18 Stunden bei 25 <>C wird der Reaktionsansatz mit Chlorofomn extrahiert. die organische Phase uber 
Magnesiumsulfat getrocknet, im Vakuum eingeengt und das (S)-2.HPP durch Kieselgelchromatographie (Kieselgel 60 
(Merck), mobile Phase: Ether/Hexan 3:1) von uberschQssigem Benzaldehyd getrennt 
30 [0047] (S)-2-HPP wurde mittels HPLC quantifiziert. Unter diesen Bedingungen wird aus einem 50 ml Satzreaktor 
73,4 mg (S)-2-HPP isoiiert 
Der EnantiomerenuberschuB betr&gt 92 %. 

b) Zellfreie Synthese von (S)-2-Hydroxypropiophenon aus Benzaldehyd und Acetaldehyd in Gegenwart von BFD. 

35 

[0048] 



Benzoylformiat 
20 Acetaldehyd: 

Thiamindiphosphat: 
MgS04: 

Kaliumphosphat 
BFD: 



40 




45 



Bedingungen: 
so [0049] 

Benzaldehyd: 50 mM 

Acetaldehyd: 500 mM 

Thiamindiphosphat 1 ,5 mM 

55 MgS04: 2,5 mM 

Kaliumphosphat 1 00 mM. pH 7,0 

^^0- 5 Units/ml (bez. auf die Decarboxylierung von Benzoylformiat) 
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[0050] Die Reaktion wird nach 5 Stunden bei 25 X wie oben beschrieben gestoppt. 

[0051] Aus einem 50 ml Ansatz werden 1 50 mg (S)-2-HPP isoliert. Der EnantiomerenuberschuB betragt 90 %. 

c) Zeilfreie Synthese von (R)-Benzoin aus Benzaldehyd mitteis BFD 

[0052] 




20 



Bedingungen: 
[0053] 



Benzaldehyd: 50 mM 

Thiamindlphosphat 1 ,5 mM 

MgS04: 2»5 mM 

Kallumphosphat: 1 00 mM, pH 7,0 

2S BFD: 16 Units/ml (bez. auf die Decarboxyliemng von Benzoylfonniat) 

[0054] Nach 7 Stunden bei 25 wird das Benzoin aus einem 100 ml Ansatz wie oben beschrieben isoliert Die 
Ausbeute betrSgt 4,3 mg. 

30 M.p. 1 33 ^C. [a] ^5 = 109.8^ (Aceton, c = 6,85) ee > 98 %. 

[0055] Belsplel 2: Steigerung der EnantioselektivitSt der BFD-katalysierten C-C-KnQpfungsreaktion durch Variation 
der Substrate. 



35 Aligemeine Arbeitswelse: 
[0056] 



40 



o 

J 



OH 



45 



[0057] Die folgenden enzymatischen Reaklionen werden mit der Benzoytformiatdecarboxylase (BFD, EC 4.1 .1 .7) 
aus Pseudomonas putida in Form des Wild-Typ-Enzyms (BFD-wt) dunchgefOhrt Es wird das aufgereinigte Protein 
benutzt (s.o.). 

so [0058] Die enzymatischen Synthesen werden in einem Satzreaktor durchgefOhrt. Als ReaktionsgefSB dienen ein 
Rundkolben oder bei der Durchfuhrung analytischer AnsStze 2 ml-Eppendort-Reaktionsgef§Be. Als Reaktionsmedium 
dient ein Kaliumphosphat-Puffer (KH2PO4/K2HPO4. 50 mmol/l. pH 7,0), der zusStzfich 2,5 mmol/l MgS04 und 0.5 
mmol/l Thiamindlphosphat enthdit. Der Donoraldehyd (laut Tabelle 1) wird in einer Konzentration von 10 mmol^, Ace- 
taldehyd in einer Konzentration von 0,5 mol/l eingesetzt. Als letzte Komponente wird das Enzym BFD-wt zugegeben. 

55 Zur Stabilisierung des Enzyms wird bei prSparativen Unnsetzungen 0.5 mg/ml ReaktionslSsung Bovine Serum Albumin 
(BSA) zugesetzt 

Der Reaktionsverlauf und EnantiomerenQberschuB des Produktes werden mitteis HPLC an chiraler Phase (Chiralcel 
OB (Daicel Ltd.). Eluent n-Heptan : i-Propanol = 85:15. FluB 0.75 ml/min, 25 ^0) bzw. GC an chiraler Phase (Gyclodex 



EP 1 048 737 A2 

p-l/P (Hewlett Packard). T(lnjelctor) = 200 *»C, isotherm 150 *»C) verfolgt. Die Produkte werxJen mittels NMR (AMX 300, 
Fa. Bruker) bzw. GCMS njH^wiesen (HP 6890 Series GC-System sowie HP ^^^ass Selective Detector der Fa. 
Hewlett Packard; Saule H^Hp (30 m x 250 ^m), Tgc (Injektor) = 250 X, 

TMs(lonenquelle) = 200 *»C^qDrogramm{Ofen): T© min = 60 T3 ^in = 60 ^C. T14 = 280 °C (Heizrate 20 'C/min), 
5 min = 280 ^C). Hierzu werden 150 \i\ einer Probe entnommen und diese mit 150 jil n-Heptan oder Trichlomethan 
extrahlert. Die Phasentrennung wird durch Zentrifugieren be! 13000 rpm herbeigefOhrt. Die organfsche Phase wird 
direkt injiziert (HPLC, GC, GCMS). 

a) Synthese von (S)-2-Hydroxy-l-(3-nnethoxyphenyl)- 

10 

[0059] 

OCH3 

20 

propanon 

[0060] Im Folgenden wird die einfachste Form der Reaktionsfuhrung beschrieben (Satzreaktor). Als Reaktionsge- 
f a3 dient ein Rundkolben geeigneter GroBe. W§hrend der enzymatischen Reaktion wird der Kolbeninhalt nicht Oder nur 
25 langsam geruhrt. 

[0061] In 300 ml eines Kaliumphosphatpuffers (KH2PO4/K2HPO4, 50 mmol/l, pH 7,0, enthalt zusatzlich 2,5 mmoi/l 
MgS04), werden 408 mg 3-Methoxybenzaldehyd bei Raumtemperatur gelost. Weiterhin werden In dieser Losung 74 
mg Thiamlndiphosphat (z.B. Fluka Best.-Nr. 09961), 150 mg BSA und 8,5 ml Acetaldehyd gelost. AnschlieBend wird 
die Reaktion durch Zugabe von 45 U BFD-wt oder BFD-His gestartet. Der Reaktionsverlauf wird mittels HPLC (s.a) 

30 verfolgt Bei einer Stagnation des Umsatzes werden erneut 45 U Enzym zugegeben. Die Reaktion wird bei En-eichen 
eines Umsatzes von mindestens 96 % abgebrochen. Um eine enzymbedingte Imulsionsbikjung bei der Aufarbeitung 
mit organischen Losungsmittein zu vemrieiden, wird die ReaktionslSsung uber eine Ultrafiltrationsmembran (YM 10, 
Amicon-Ultnafiltrationsruhrzelle, 5 bar) von dem Enzym abfiltriert. Bei Venvendung des stabileren BFD-His-Enzyms 
kann dieses in Fonn von repetitiven Batchansatzen wiedervenwendet werden. Die nun proteinfreie L6sung wird mit 3 x 

35 50 ml Dichlormethan extrahiert und die organische Phase Qber Na2S04 getrocknet. Das L6sungsmittel wird am Rota- 
tlonsverdampfer bei 40 "C und leichtem Vakuum entfernt, worauf sich eine Trocknung Im Feinvakuum (4x10"^ mbar) 
anschlieBt Das Produkt kann racemisierungsfrei bei 4 **C aufbewahrt werden. 

Ausbeute: 540 mg (quant, farbloses 01). 

40 

^H-NMR (300 MHz, CDCI3, 20 '^C) 6 = 1.45 (d, 3H, J = 6.8 Hz. CH3). 3.78 (d, 1H, J = 6.8 Hz, OH), 3.89 (s, 3H, 
OCH3), 5.14 Cquln'. 1H, J = 6.8 Hz, CHOH), 7.15 (df, 1H, J = 8.0, 1.8 Hz, ar-H), 7.39 (t, 1H. J = 8.0 Hz, ar-H), 
7.45 (T, 1H, J = 1.8 Hz, ar-H), 7.46 (m, 1H, ar-H). 

45 ^^C-NMR (75.5 MHz. CDCI3, 20 «C) D = 22.77 (CH3), 55.89 (OCH3), 69.82 (CHOH), 113.42, 120.73, 121.52, 

130.25 (CH), 135.03. 160.35 (Cq). 202.70 (CO). 

MS(EI): nVz= 180.1 (M^22%). 135.1 (M^-CgHgO. 100%), 107.1 (M+-CO- CgHgO, 32 %), 77.0 (CeHg*, 25 %). 
SO HRMS: C10H12O3; kalk. 180.0787, gef. 180.0782 

CHN-Bestimmung: C10H12O3; kalk. C 66.65 %. H 6.71 %. gef. C 66.27 %, H 6.64 %. 
ee(HPLC) = 96 %, Rt(S) = 18.24 min. Rt(R) = 34.06 min. 

55 

Wd^^ = -65.24** (CHCI3. 0 = 1.13) ([OoId^^ = -68.53^). 
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b) Synthese von (S)-2-Hydroxy-1-(3'-isopropyloxyphenyl)-propanon 



[0082] 



O 



0 




+ 



0 




Y 



Y 



[0083] Die Reaktionsfuhrung wind analog Beispiel 1 gewShlt. Anstelle von 3-MethoxybenzaIdehyd werden 1 64 mg 
3-lsopropyloxyben2aldehyd als Substrat eingesetzt 3-lsopropyloxybenzaldehyd ist nach einer literaturbekannten 
Arbeitsvorschrift erhawich (Morris, J. Org. Chem., 1950, 1913). Die anderen Komponenten der Reaktion werden ent- 
sprechend der kleineren AnsatzgroBe wie folgt variiert Kaliumphosphatpuffer (200 ml), Thiamindiphosphat (50 mg), 
BSA (100 mg), Acetaldehyd (5.7 ml). 

Ausbeute: 1 90 mg (91 %, farbloses 6l). 

^H-NMR (300 MHz. CDCI3, 20 °C) 5 = 1.36 (d. 6H. J = 6.1 Hz, CH(Ctb)2), 1.43 (d, 3H. J = 6.8 Hz, CH3), 3.77 (d. 
1H. J = 6.8 Hz. OH), 4.62 (sept, 1H. J = 6.1 Hz, CH(0H^2)* 5.12 fquin', 1H, J = 6.8 Hz, CHOH). 7.12 (d, 1H, J = 
8.0, ar-H), 7.38 (t', 1H. J = 8.0 Hz, ar-H), 7.45 (m, 2H, ar-H). 

^^C-NMR (75.5 MHz, CDCI3, 20 X) □ = 22.1 1 , 22.13 (CH(CH3)2), 22.62 (CH3), 69.61 (Qh{CH^2)> 70.46 (CHOH), 
115.31, 121.03, 122.05, 130.10 (OH), 134.82, 158.49 (Cq), 202.52 (CO). 

MS(EI): m/i = 208.1 (M^ 25 %), 1 63.1 (M^-CaHsO, 100 %), 121.1 (M^-CaHe-CgHsO, 98 %), 95.0 (CgHaOa^ 45 %), 
77.0 (CeHg*, 16 %), 65.0 (C5H5+. 19 %). 

HRMS: C12H16O3; kalk. 208.1099, get. 208.11 02 

CHN-Bestimmung: C^2^^^0^ kalk. C 69.21 %, H 7.74 %, gef. C 69.10 %, H 7.74%. 

ee(HPLC) = 99.3 %, R,(S) = 16.78 min, Rt(R) = 24.16 min (Eluent i-Hexan : i-Propanol = 9:1). 

[alo^^ = -54.88- (CHCI3, c = 1 .45). 

[0064] Beispiel 3: Synthese von (S)-2-Hydroxy-1 -phenyl-propanon unter Berucksichtigung des Einflusses der Sub- 
stratkonzentrationen und derJennperatur. 

a) Synthese von (S)-2-Hydroxy-1 -phenyl-propanon ((S)-2-HPP) mrt ee = 90 % 

[0085] Die Reaktion wird in einem Satzreaktor mit einem Reaktionsvolumen von 50 ml bei 25 *C durchgefuhrt Es 
werden 50 mM Benzaldehyd und 500 mM Acetaldehyd in Phosphatpuffer(50 mM, pH 7,0, enthait zusStzlich 0,5 mM 
Thiamindiphosphat und 0,05 mM MgCy eingesetzt Die Reaktion wird durch Zugabe von 50 U Benzoylformiatdecar- 
boxylase gestartet Die Reaktion wurde nach 5 h gestoppt und (S)-2-HPP mit Hexan oder Trichlormethan extrahiert. 
Die organrsche Phase wind durch Zentrifugation bei 13.000 rpm abgetrennt und Qber MgS04 getrocknet. 
Das Ldsungsmittel wird im Vakuum entfemt und das Rohprodukt durch S§uIenchromatographie (Si02. Diethylether/n- 
Hexan (3:1, v/v), R, = 0.49) aufgereinigt. Es werden 150 mg (1 mmol) (S)-2-HPP (40 % Ausbeute) mit einem ee = 90 
% erhalten. 

b) Synthese von (S)-2-Hydroxy-1-phenylpropanon ((S)-2-HPP) mit ee=95 % 

[0086] Die Reaktion wird in einem Satzreaktor bei 0 durchgefuhrt Es werden 0,5 mM Benzaldehyd, 500 mM 
Acetaldehyd 0,5 mM ThDP und 0,05 mM MgCl2 in 50 mM Phosphatpuffer, pH 7, eingesetzt. Die Reaktion wird durch 
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Zugabe von 0,1 7 U/m! Benzoylformiatdecartx)xylase gestartet Es wird (S)-2-HPP mit einem ee = 95 % erhalten. 
[0067] Beispiel 4: Koi|||||^rl]che Synthase im Enzym-Membran-Reaktor. 

Allgemeine Anieitung: 

5 

[0068] Es wird ein EnzynvMembran-Reaktor (EMR) aus VA-Staht bzw. aus Polypropylen mit einem Volumen von 
10 ml eingesetzt. Alle Schlauchverbindungen sind aus Teflon. Dem Reaktorsind eine Blasenfalle und ein Manometer 
vorgeschaltet Der Auslauf wird in Fraktionen gesammelt Ein zundchst vorgeschalteter Sterllfilter enA^eist sich als 
Idsungsmittelunbestdndig und wird daher nicht welter verwendet Die Substratl6sungen sind aufgrund der sehr hohen 
10 Aldehydkonzentrationen autosterll. 

[0069] Die Membranen warden vor der Venwendung in Wasser eingelegt und im Reaktor mit 5 mg/ml BSA vorbe- 
legt. Das System wird solange mit der Substratlosung gespult, bis Ein- und Auslaufkonzentration identisch sind, um 
eventuelle Absorpttonseffekte der eingesetzten Materialien auszuschlieBen. Die Reaktion wird dann durch Injektion der 
Enzymldsung in das Septum der Blasenfalle gestartet. 

15 

a) Kontinuierliche (S)-2-Hydroxy-1 -phenylpropanon Synthase im Stahlreaktor 

[0070] Ats Substratlosung wird 40 mM Benzaldehyd, 500 mM Acetaldehyd, 0,5 mM ThDP und 1 mM MgCl2 in 50 
mM Phosphatpuffer bei pH 7 angesetzt. Der Reaktor wird durch Injektion von 65 U BFD gestartet Betrieben wird der 
20 EMR bei einer Verweilzeit von 1 bzw. 2 h. 

b) Kontinuierliche (S)-2-Hydroxy-1-phenyl-propanon Synthase im Polypropylenreaktor 

[0071] Als Substratlosung wird 1 0 mM Benzaldehyd, 100 mM Acetaldehyd. 4 mM ThDP und 0,5 mM MgCl2 in 50 
25 mM Phosphatpuffer bei plH 7 angesetzt. 

Der Reaktor wird durch Injektion von 50 U BFD gestartet. Betrieben wird der EMR unterfolgenden Reaktionsbedingun- 
gen: 
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40 Patentanspruche 

1 . Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketonen , 
dadurch gekennzelchnet, daB 

45 - als ein erstes Substrat ein Aldehyd, ausgenommen Benzaldehyd, oder eine 2-Ketos&ure, ausgenommen Ben- 

zoylformlat, eingesetzt wird, 

als ein zweites Substrat ein Aldehyd, ausgenommen Benzaldehyd, eingesetzt wird, 

die Synthese in Gegenwart von Thiamindiphosphat (ThDP)-abh&iglgen Enzymen stattfindet. 

50 2. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketone nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet 

daB als Enzym eine 2-Ketos§uredecarboxylase eingesetzt wird. 

3. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketone nach Anspruch 1 , 
55 dadurch gekennzeichnet, 

daB als Enzym eine Benzoylfomiatdecarfooxylase (BFD) eingesetzt wird. 

4. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-IHydroxyketone nach vorhergehendem Anspruch, 
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dadurch gekennzeichnet, 

daf3 als Enzym eine Benzoylfomiatdecarboxylase (BFD) aus Pseudomonas putida eingesetzt wird. 

5. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketone nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als ein zweites Substrat ein Acetaldehyd eingesetzt wird. 

6. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketone nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als ein erstes Substrat ein aromatisches Aldehyd eingesetzt wird. 

7. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketone nach vorhergehendem Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als ein erstes Substrat ein substituiertes aromatisches Aldehyd eingesetzt wird. 

8. Verfahren zur stereoselelctlven Synthese von 2-Hydroxyketone nach vorhergehendem Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als ein erstes Substrat ein substituiertes hetero-aromatisches Aldehyd eingesetzt wird. 

9. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketone nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als ein erstes Substrat ein nichtaronDatisches Aldehyd eingesetzt wird. 

10. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketone nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als ein erstes Substrat ein lineares, nichtaromatisches Aldehyd eingesetzt wird. 

11. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketone nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als ein erstes Substrat ein cyclisches, nichtaronnatisches Aldehyd eingesetzt wird. 

12. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketone nach vorhergehendem Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als ein erstes Substrat ein cyclisches, ntehtaromatisches hetero-Aldehyd eingesetzt wird. 

13. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketone nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB zur Stelgerung der Enantloselektivitgkt die Temperatur wdhrend des Verfahrens wenlger als 30 ""C, insbesond- 
ere weniger als 25 **C, und mehr als -10 t)etragt 

14. Verfahren zur stereoselektiven Synthese von 2-Hydroxyketone nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB zur Steigerung der EnantioseIektivit§t die Konzentration des ersten Substrates weniger als 500 mM, ins- 
besondere weniger als 50 mM, jedoch mehr als 1 \iM betr§gt und die Konzentration des zweiten Substrates weni- 
ger als 1 M, insbesondere weniger als 500 mM, und mehr als 1 mM betr§gt 
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(54) Stereoselektive Synthese von 2-Hydroxyketonen 
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Akzeptor-aldehyd-Konzentrationen, Temperatur) zu 
optimieren. besonders vorteilhaft sind hierbei niedrige 
Donoraldehyd-Konzentratlonen. Des weiteren ISBt sich 
der EnantiomerenuberschuB durch Substitutionsmuster 
des Donoraldehyds deutlich beeinflussen. 
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